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性的发现对于追踪 RIPs 的起源及其功能的深入研究具有重要的意义。   
1997 年 Bolongnesi 等首先从红花三角梅 Bougainvillea spectabilis Willd 中分
离到一种核糖体失活蛋白，命名为 Bouganin 蛋白；研究表明 bouganin 属于 I 型
RIPs，它不仅具有 N-糖苷酶活性，而且它的一个显著特征是其对动物细胞或动
物个体毒性非常低，是目前所发现的毒性 低的 RIPs。 
本实验室近年来对光叶三角梅 B. glabra Choisy进行研究发现其 bouganin基
因具有很高的序列多态性，推测其可能含有多态性的 Bouganin 蛋白。因此，本
研究以 B. glabra 为材料，通过克隆同源序列进行体外表达制备抗体，进行了亲
和层析法分离纯化 B. glabra Choisy 中 Bouganin 蛋白的研究探索，以期为分离纯
化多态性蛋白并分析其生物活性提供基础。本研究主要结果及结论如下： 
1. 将克隆所得的 Bouganin 片段与 pET-28a 载体连接，构建重组表达载体
pET-28a-bouganin 并导入大肠杆菌 BL21(DE3)中，在 IPTG 诱导下获得重组
Bouganin 蛋白。重组蛋白诱导表达的 佳条件为 18℃，160-180rpm 诱导 10h。 
2. 重组 Bouganin 蛋白对肿瘤细胞 HepG-2，Hela 和 B-16 分别具有不同程度
的抑制作用，其 IC50 分别为 873.9 μg/ml，562.6 μg/ml 和 624.5 μg/ml。重组
Bouganin 蛋白对肿瘤细胞的抑制作用表明在医学上将具有较高的应用价值。 

















4.将抗体作为配基与 CNBr-activitied Sepharose 4B 凝胶偶联制备亲和层析
柱，并对三角梅中的 Bouganin 蛋白进行分离，但可惜本实验未能成功分离到
Bouganin 蛋白。分析实验失败的原因可能是由于抗体效价过低，导致层析柱无























Ribosome-inactivating protein is a kind of toxic proteins widely existed in higher 
plant cells that specially acts on eukaryotic cells and damages ribosomes. RIPs have a 
resistance to tumor cells, animal viruses and many plant viruses, fungal diseases and 
insects. Therefore, RIPs have enormously potential applications in medicine and 
agriculture. 
RIPs widely exist in higher plants, they have a rich polymorphism in the same 
plant. The polymorphism of RIPs is important in searching the origin of RIPs, 
besides，polymorphism is of high signification in the research of RIPs function. 
Bolongnesi etc. isolated a ribosome-inactiviating protein from Bougainvillea 
spectabilis Willd in 1997, named Bouganin. Researchs have shown that Bouganin not 
only had the N-glycosidase activity,it also had a striking feature that it had a very low 
toxicity to animal cells and individuals, it’s the lowest toxic RIP at present. 
According to our findings of researches on B. glabra Choisy in these years, we 
found its bouganin gene had a high polymorphism, so we speculated that there can be 
a polymorphism in it’s bouganin protein. For this reason, we chose B. glabra Choisy 
as a material, amplified its RIP homology sequence and expressed the recombinate 
protein. After preparing the antibody of recombinant bouganin, we explored the 
separation and purification way of bouganin in B. glabra Choisy by affinity 
chromatography. We hope our research can set the stage for separation and 
purification of polymorphic bouganin. Our main results and conclusions are as 
follows:  
1. Connected the cloned Bouganin fragment and pET-28a vector, constructed 
the recombinant expresseion vector, pET-28a-bouganin, and imported it into 
BL21(DE3), then we obtained recombinant bouganin proteins induced by 
IPTG. The optimal inducing condition of the recombinant protein was 















2. The recombinant bouganin had a different inhibition degrees on tumor cells 
of HepG-2，Hela and B-16 which IC50 are 873.9 μg/ml，562.6 μg/ml and 
624.5 μg/ml respectively. Inhibition of the recombinant bouganin on 
tumor cells showed that bouganin had a higher application value on medical 
science.  
3. We maked the polyclonal antibody using recombinant bouganin proteins as 
antigens. ELISA test showed the antibody titer reached 1:3200, so we 
calculated its affinity constant of 5.8×106., this figure was slightly lower 
than the claimed value of 107-1012.  
4. Coupling the antibodies and CNBr-activitied Sepharose 4B gel to make a 
affinity column, then the bouganin proteins in B. glabra Choisy was 
separated by this column. But it was regrettalbe that our experiments didn’t 
get bouganin in this process. We analysed this failure maybe come from 2 
reasons: low antibody titer and bouganin content in extracting solution, they 
reduced the affinity efficiency to a great degree. To confirm our speculation, 
we loaded the recombinant bouganin proteins to chromatographic column as 
control. A little of total sample can be gathered, while most of the sample 
cannot adsorb to affinity. This result can provided a basis for our 
speculation 
 























研究，对 RIP 的结构和功能的研究与改造可更大限度的发挥 RIP 的功能，目前
RIPs 在植物基因工程和医学研究中已取得有意义的进展，有的已转化为应用成
果为人类服务。 
核糖体失活蛋白的发现 早可追溯到 1887 年，Dixon 认为蓖麻子中存在一
种蛋白质，这种蛋白是使蓖麻子具有毒性的原因；随后 Stillmark 纯化了这种蛋
白，把它命名为 ricin，蓖麻子的毒性是由于 ricin 对红细胞的凝集作用；1891 年












白的存在, 但其主要存在于高等植物中。到目前为止, 人们已从被子植物纲的 18

















具, 还是研究核糖体动态翻译机制中拓扑结构及 rRNA 催化功能的分子探针。另
一方面, 由于 RIPs 以庞大的同源蛋白家族形式存在于植物界, 常作为植物分子
系统学和蛋白质分子进化研究的分子指标。RIPs 具有广谱的植物病毒抗性和抵
抗多种植物病原真菌及农业害虫的活性, 在植物保护上具有广阔的应用前景；在
医学上也可用来开发免疫毒素、流产药物、抗 AIDs 和抗肿瘤等药物, 因此有着
良好的潜在应用前景。 
1.2 RIPs 的分类与分布 
1.2.1 RIPs 的分类及基本特性 
根据 RIPs 的结构特性，可以将核糖体失活蛋白分为 3 类：Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ
型。 
Ⅰ型 RIPs 是单肽链蛋白，分子量约为 26-32kDa，一般为碱性糖蛋白，pI









链 RIP 对无细胞体系的蛋白质合成有强烈抑制作用，IC50 大都在 1nM 以下，对
完整细胞毒性却很低，IC50 常常达数千 nM，对小鼠的 IC50 常为几到几十 mg/kg，
故又称为“半毒素”（hemitoxin）。大多数核糖体失活蛋白为Ⅰ型，如天花粉蛋白

















Ⅱ型 RIP 是异构二聚体，分子量约为 62 kDa，含两个分子量相近的亚基，




成由 A、B 两条连组成的真正毒蛋白[8]。由于Ⅱ型 RIP 在初始合成时无活性，因
此植物可安全的进行其自身蛋白质合成，只有当前原蛋白被运送至目的地，其
C-末端信号肽被切除后，才具有毒性。 A、B 链拆开后，A 链变得很不稳定，此
时 A 链具有 RNA N-糖苷酶活性，可通过修饰真核细胞或原核细胞核糖体大亚基
而抑制蛋白质生物合成，终止蛋白的合成，称为毒素链。B 链有两个糖基化位点，
可结合 D-半乳糖，称为结合链。A 链含糖量较 B 链少（如 ricin A 链只有一个糖
基化位点，含糖量只有 B 链的 30%左右），有的甚至不含糖（如 abrin A 链），将
重组 A 链基因在 Escherichia coli 中表达，发现糖基化对它的催化活性不是必需
的。完整双链 RIP 对无细胞体系蛋白质生物合成的抑制活性较低，IC50 大都为数





还原酶催化完成。在无细胞体系中，双链 RIP 的活性较低，可能是 B 链的存在
妨碍了 A 链的活性[9, 10]。Ⅱ型的 RIP 仅在 6 科 8 种植物中发现，如蓖麻毒蛋白、
相思子毒蛋白（abrin）及辛纳毒蛋白。还有一些 RIP 由 4 条多肽链组成，实际上
它们是由两个相同的双链 RIP 通过次级键结合在一起的二聚体，性质与双链 RIP
相同，如 Ricin 由两个完全相同的异源二聚体通过非共价键连接而成四聚体。 
Ⅲ型 RIP 也是一条多肽链，合成时以无活性的前体形式出现，当活性位点
氨基酸中间的二硫键以及 C-末端和 N-末端的扩展序列被水解掉以后，Ⅲ型 RIPs
才能够具有活性，此类型并不常见。到目前为止，仅在玉米（Zea mays）和大麦
（Hordeum vulgare）中鉴定出Ⅲ型 RIPs。在玉米中的 RIP 前体是酸性蛋白，它
被从内部切割释放出氨基酸，产生带有氨基端和羧基端的片段，这一加工导致 2















于Ⅲ型 RIPs。在大麦中，一个是Ⅰ型，另一个是Ⅲ型。由于Ⅲ型 RIPs 与Ⅰ型 RIPs
有相似性，因此也可将 RIPs 按有无 B 链将 RIPs 分为两类，即Ⅰ型和Ⅱ型[11] 。
Ⅱ型 RIP 的 A 链和Ⅰ型 RIPs 一般由 210-270 个氨基酸组成，同源性为
17%-75%[12]。虽然 RIPs 的一级结构同源性不大，但空间结构十分相似，RNA N-
糖苷酶活性位点的位置也很相似[13]。有人提出一种假设，认为Ⅱ型核糖体失活蛋
白是由一个Ⅰ型核糖体失活蛋白的古老基因同一个凝集素基因发生融合而来的。 
由上可知，Ⅰ、Ⅱ型 RIPs 大的差别是Ⅱ型 RIPs 具有一结合链，可以结









图 1.1 核糖体失活蛋白的类型[15] 
Fig1.1 Types of Ribosome-inactivating Protein 
 
1.2.2 RIPs 的分布 
1.2.2.1 RIPs 在自然界中的分布 















已经从 350 余种植物中筛选到 110 多种 RIPs[16]。人们分离到的 RIPs 大多为 I 型
RIPs，广泛存在于多种植物中，如葫芦科、石竹科、禾本科、商陆科、蓼科、百
合科等植物，且不同植物不同器官含量差异很大。II 型 RIPs 仅在大戟科、蚕豆
斗、西番莲科、忍冬科、毛蓑科、桑寄生科、鸢尾科和樟科的一些植物中报道过。
有些植物中同时存在有 I 型和 II 型 RIPs，大戟科和樟科是同时存在两种类型 RIPs
的家族。其中,樟科植物中的核糖体失活蛋白是由我国科学家发现的，荷兰鸯尾
(Iris hollandica)中至少存在两种 II型RIPs (Iris agglutinin b 和 Iris agglutinin r)和一
种 I 型 RIPs[17]。 
目前报道的 RIPs 少数来源于真菌和细菌。细菌 RIPs 的报道很少，常见的有
志贺菌( Shigellu dysenteriae )产生的志贺毒素(Shiga toxin)以及大肠杆菌 0157：H7
菌株产生的类志贺毒素(Shiga-like toxin)[18]。目前真菌中报道的 RIPs 均为 I 型单
链，分子量一般小于 20 kDa，大多数编码基因尚未被克隆。已经从霉菌类
(Aspergillus)分离到 a-sarcin，clavin，mitogillin 和 restrictocin 等 RIPs。近年来，
也报道了不少的 RIPs 来自食用菌，如 volvarin，flammulin，velutin，pleuturegin，
hypsin 和 lyophyllin。此外，一种土生真菌 Trichoderma viride 中也报道具有 RIPs。 
1.2.2.2 RIPs 在植物组织器官和细胞中的分布 
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